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   Ependyma Grey Matter Pia Arachnoid  Dura
 Intact Cord  ₊  ₊₊  ₊  ₊₊  ₊₊ 
2 week regenerate  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊  ₊₊ 
5 week regenerate  ₋  ₊  ₋  ₊  ₊₊ 
   Ependyma  Grey Matter  Pia  Arachnoid  Dura 
 Intact Cord  ₊  ₊₊  ₋  ₊₊₊  ₊₊₊ 
2 week regenerate  ₊₊₊ ₊₊ ₋ ₊₊₊  ₊₊₊
5 week regenerate  ₋ ₊ ₋ ₊₊₊  ₊₊₊
   Ependyma  Grey Matter  Pia  Arachnoid  Dura 
 Intact Cord  ₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊ 
2 week regenerate  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊  ₊₊₊ 

































Set 1 51 38 74.5%
Set 2 55 41 74.5%
Set 3 53±2 39.5±1.5 74.5%
DAPI PCNA MI
Set 1 116 98 84.5%
Set 2 124 90 72.6%



















Set 1 57 30 53%
Set 2 40 18 45%
Set 3 47 23 49%
Avg. 48±8 24±6 49%±2.3
DAPI PCNA MI
Set 1 96 32 33%
Set 2 79 40 51%
Avg. 88±8 36±4 42%±9
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Figure 3.1 Brightfield image of an adult intact cord negative control. No peroxidase label 
is present when peptide blocking and secondary antibody application are applied. 20x 
magnification. 
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Figure 3.2 Bright field images of an intact cord section labeled with α‐CRBP 1 near 
central canal.  Significant axonal/neuronal localization in the grey matter is present. 
Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x (A) and 40x 
(B) magnification, respectively. 
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Figure 3.3 Brightfield image of the lateral edge of an intact cord section labeled with α‐
CRABP 2. Expression is present within the dura/arachnoid. Peroxidase/antibody stain in 
black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x magnification. 
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Figure 3.4 Bright field images of two week regenerate cord sections labeled with α‐CRBP 
1 (A) and α‐CRABP 2 (B) near the mesenchymal outgrowth. Peroxidase/antibody stain in 
black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x magnification. 
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Figure 3.5 Bright field images of two week regenerate cord sections labeled with α‐CRBP 
1 (A) and α‐CRABP 2 (B). Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red 
(nuclei). 40x magnification.  
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Figure 3.6 Bright field image of a two week regenerate stump cord section labeled with 
α‐CRBP 1. Expression is upregulated in the cell bodies and processes of grey matter 
neurons as well as in ependyma. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red 
stain in red (nuclei). 40x magnification.   
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Figure 3.7 Bright field image of a two week regenerate stump cord section labeled with 
α‐CRABP 2. Expression is activated in the pia and some perinuclear accumulation within 
grey matter cells is also present. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red 
stain in red (nuclei). 40x magnification.   
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Figure 3.8 Bright field images of two week regenerate stump cord sections labeled with 
α‐CRBP 1 (A and C) and α‐CRABP 2 (B and D). Both proteins exhibit cytoplasmic staining 
within ependymal cells. However, when looking at differential expression within the 
meninges, CRABP 2 (D) is more heavily expressed compared to CRBP 1 (C). 
Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 40x 
magnification.   
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Figure 3.9 Bright field images of a five week regenerate stump cord section labeled with 
α‐CRBP 1. CRBP 1 is weakly expressed in a layer of the meninges (A). The ependyma are 
negative (B). Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 
20x (A) and 60x (B) magnification, respectively.   
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Figure 3.10 Bright field images of a five week regenerate stump cord section labeled 
with α‐CRABP 2. CRABP 2 is significantly expressed in the dura/arachnoid and is negative 
in the ependyma. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red 
(nuclei). 20x (A) and 60x (B) magnification, respectively.   
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Figure 3.11 Summary of CRBP 1 expression. Mouse embryo positive control (A). Axolotl 
intact cord negative control (B). Intact cord (C and D). Two week regenerate cord (E). 
Two week regenerate cord stump (F and G). Five week regenerate (H and I). 
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Figure 3.12 Summary of CRABP 2 expression. Mouse embryo positive control (A). Axolotl 
intact cord negative control (B). Intact cord (C). Two week regenerate cord (D). Two 
week regenerate cord stump (E and F). Five week regenerate (G and H). 
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Figure 3.13 Bright field image of an embryonic axolotl spinal cord. RXRγ is not localized 
within nuclei. 10x magnification.  
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Figure 3.14 Bright field image of a mouse embryo exhibiting some nuclear localization of 
RXRγ. 10x magnification.  
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Figure 3.15 Bright field image of a section through a mouse embryo exhibiting some 
nuclear staining for RALDH 2. Positive antibody control. 20x magnification. 
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Figure 3.16 Bright field images of an intact cord section labeled with  
α‐RALDH 2. Expression is present in the meninges as well as cytoplasm of grey matter 
and (sub) ependymal cells. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in 
red (nuclei). 20x (A) and 60x (B) magnification, respectively.   
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Figure 3.17 Bright field images of two week regenerate mesenchymal outgrowth (A and 
B) and reactive stump (C and D) sections labeled with α‐RALDH 2. Cell outgrowth within 
the lesions site shows α‐RALDH 2 localization. Within reactive stump sections, 
expression is present in the cytoplasmic and perinuclear regions of grey matter and 
ependymal cells as well as the meninges. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear 
fast red stain in red. 20x (A and C) and 40x (B and D) magnification, respectively.   
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Figure 3.18 Bright field images of a two week regenerate stump section labeled with α‐
RALDH 2. Protein is present in the cytoplasmic and perinuclear regions of grey matter 
and apical ependymal cells as well as the meninges. Peroxidase/antibody stain in black; 
Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x (A) and 40x (B) magnification, respectively. 
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Figure 3.19 Bright field images of a five week regenerate stump section labeled with α‐
RALDH 2. Weak expression is present in the meninges; the fact that the meninges are 
expanded is indicative of continued reactivity during the later stages of the injury 
response. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x 
magnification. 
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Figure 3.20 Summary of RALDH 2 expression. Intact cord (A). Two week regenerate cord 
(B). Two week regenerate cord stump (C). Five week regenerate (D). 
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Figure 3.21 Bright field images of an intact cord section labeled with α‐Sema 3A. Label is 
present in the cytoplasmic and perinuclear regions of gray matter cells as well as the 
leptomeninges. Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 
40x (A) and 60x (B) magnification, respectively. 
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Figure 3.22 Brightfield images of a two week regenerate reactive stump cord section 
labeled with α‐Sema 3A. Expression is present in the leptomeninges. 
Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x (A) and 40x 
(B) magnification, respectively. 
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Figure 3.23 Brightfield images of a five week regenerate cord section labeled with α‐
Sema 3A. Label is absent in grey matter cell nuclei and is downregulated in the 
perinuclear and cytoplasmic regions of those cells as well as in the leptomeninges. 
Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x (A) and 40x 
(B) magnification, respectively. 
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Figure 3.24 Summary of Sema 3A expression. Intact cord (A). Two week regenerate cord 
(B). Five week regenerate (C). 
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Figure 3.25 Bright field images of a two week regenerate fused cord section labeled with 
α‐hMsi‐1. Label is present in the cytoplasm of ependymal and some grey matter cells. 
Peroxidase/antibody stain in black; Nuclear fast red stain in red (nuclei). 20x (A) and 60x 
(B) magnification, respectively. 
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Figure 3.26 Epifluorescent images of sections labeled with α‐GFAP intact cord (A), two 
week regenerate reactive stump cord (B), and mesenchymal ependymal outgrowth 
within the lesion site (C). In the intact cord, localization is present in ependymal cell 
processes and cell body cytoplasm; in the two week regenerate, expression is 
downregulated, indicating that the ependymal cells are degrading GFAP in response to 
injury. Finally, two week regenerate mesenchymal outgrowth shows small amounts of 
GFAP and no radial cell processes. Ependymal cell staining in red; DAPI nuclear stain in 
blue. 20x (A and B) and 10x (B) magnification, respectively. 
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Figure 3.27 Darkfield image of a whole mount two week regenerate cord stained with 
Alcian blue (proteoglycan stain) and Metanil yellow (collagen stain). The outgrowth at 
the lesion site shows a large concentration of red blood cells. 7x magnification 
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Figure 3.28 Dark field image of a whole mount two week regenerate cord stained with 
Alcian blue (proteoglycan stain) and Metanil yellow (collagen stain). The meninges at 
the lesion site contain a high concentration of proteoglycan. 4x magnification.  
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Figure 3.29 Dark field image of whole mount two week regenerate stump cord stained 
with Alcian blue (proteoglycan stain) and Metanil yellow (collagen stain). The meninges 
contain melanocytes, some proteoglycan and a significant amount of collagen. 7.5x 
magnification.  
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Figure 3.30 Dark field images of a whole mount two week regenerate cord labeled with 
CRABP 2. This protein is heavily expressed in the meninges. Peroxidase/antibody stain in 
black (A and B); DAPI nuclear stain in blue (B). 15x magnification.  
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Figure 3.31 Dark field images of a whole mount two week regenerate cord labeled with 
RALDH 2. This protein is present in the meninges, which possesses many melanocytes, 
indicating that the respective expression is present in the arachnoid meningeal layer. 
DAPI nuclear stain in blue (A); Peroxidase/antibody stain in black (A and B). 20x 
magnification.  
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Figure 3.32 Darkfield image of whole mount Chondroitin ‐4‐S and Chondroitin‐6‐S 
antibody peroxidase stained regenerating cord. Staining is strong at and near the 
tapered end, the region of cell outgrowth. 2.7x magnification. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
83 
 
  
Figure 3.33 Fluorescent PCNA antibody labeling of juvenile (A) and adult (B) intact  
cords as well as two week regenerate cords (C). Red fluorescent signal indicates that 
in both tissue types the ependymal cells are mitotically active. A phase contrast 
image of the two week regenerate cord is included in C) as well. PCNA labeling in red; 
DAPI counterstain in blue. 20x magnification. 
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Figure 4.1 Phase contrast (converted to grayscale) image of a day five co‐culture of ~14d 
regenerate ependymal (left) and meningeal (right) cell explants. Mesenchymal 
outgrowth is derived from the ependymal cell explant and migrates in the direction of 
the meningeal cell explant. 10x magnification. 
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Figure 4.3 Epifluorescent (A, C, D) and phase contrast (B) images of two week 
regenerate meningeal tissue explants labeled with α‐RALDH 2; mesenchymal ependymal 
cell outgrowth (remnants from the harvest, outlined in the box) is present in the 
periphery (B). Expression of this protein confirms respective presence of retinoids (A 
and B); the relative absence of mesenchymal outgrowth indicates that only meningeal 
tissue is present (C and D): the few mesenchymal cells present (arrows) are indicative of 
ependyma that did not get completely removed (D). DAPI nuclear stain in blue (A, C, D). 
15x magnification. 
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Figure 4.4 Brightfield (A) and epifluorescent (B) images of a two week regenerate 
meningeal/ependymal tissue explant labeled with α‐CRABP 2. Both tissue types display 
expression of this protein. Peroxidase stain in black; DAPI nuclear stain in blue (B). 15x 
magnification. 
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Figure 4.5 Rhodamine‐phalloidin stain of a two week regenerate meningeal explant (A) 
displaying an F‐actin pattern similar to that of the cell boundary pattern of the 
arachnoid of the adult intact meninges as identified by SEM (B). 30x magnification in (A). 
Magnification bars indicate 100µm and 10µm, respectively (B) 
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Figure 4.6 Day 7 phase contrast image of ependymal/meningeal tissue culture 
expressing PCNA, most notably where the mesenchymal ependymal cells are migrating 
from the edge of the explant (A). PCNA split‐channel image (B). DAPI split‐channel image 
(C). PCNA/DAPI overlay (D and E). Both epithelial and mesenchymal ependymal cells are 
both mitotically active. PCNA label in red; DAPI counterstain in blue. 20x (A‐D) and 40x 
(E) magnification, respectively.  
